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In der vorliegenden Arbeit wird das kürzlich bei der radioimmunchemischen Bestimmung von ACTH beobachtete überraschende Bin-
dungsphänomen aufsteigender B/F-Standardkurven durch ein bivalentes Verhalten des Antikörpers vernünftig erklärt. Ein ähnliches Phä-
nomen ist von uns bei Trijodthyronin (T3)-Antikörpern und später auch bei Calcitonin- und Parathormon-Antikörpern festgestellt
worden. Dies hat uns zu genaueren Untersuchungen veranlaßt. Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen dem an sich für die meisten
Antikörper schon bekannten bivalenten Verhalten und aufsteigenden B/F-Standardkurven gefunden. Die erhaltenen theoretischen Re-
sultate haben möglicherweise auch für die radioimmunchemische Bestimmung anderer Hormone praktische Bedeutung: Bei der Messung
im aufsteigenden Teil der B/F-Standardkurven kann mit einer Vergrößerung der Empfindlichkeit gerechnet werden.
The phenomenon of the increasing slope of B\F curves in radioimtnunochemical determination methods
In the present work it is shown that the recently observed, unexpected ascending of B/F standard curves for the immunochemical
determination of ACTH is due to the bivalent behaviour of the antibody. We observed similar behaviour for the antibody binding of
triiodothyronine (T3) and later of calcitonin and parathormone; the phenomenon was therefore investigated further. Most antibodies are
already known to show bivalent properties and this was shown to be correlated with the ascending of the B/F standard curves. The
theoretical results obtained are possibly of practical significance for the radioimmunochemical determination of other hormones: sen-
sitivity may be increased by making measurements on the ascending part of the B/F standard curve.
Radioimmunchemische Messungen von Hormonen
gehen von folgender Gesetzmäßigkeit aus: Bei der
kompetitiven Bindungsreaktion von markiertem und
unmarkiertem Hormon mit dem Antikörper wird bei
ansteigender Menge unmarkierten Hormons die Bin-
dung des markierten Hormons an den Antikörper ver-
ringert. Als Resultat erhält man hyperbelartig abfallende
B/F-Standardkurven (l, 2, 3).
MATSUKURA und Mitarbeiter (4) beschrieben einen
ACTH-Radioimmunoassay mit einem neuen Bindungs-
phänomen. Die Versuchsergebnisse liefern B/F-Stan-
dardkurven, die zunächst ansteigen und nach dem
Erreichen eines Maximums den üblichen hyperbel-
ähnlichen Abfall zeigen. Die Höhe des maximalen B/F-
Wertes steigt mit der Konzentration des zugesetzten
Antikörpers; der Antigengehalt, bei dem die Standard-
kurve ihr Maximum erreicht, wächst mit zunehmender
Antikörperkonzentration. Das beschriebene, scheinbar
paradoxe Bindungsphänomen aufsteigender B/F-Kur-
ven konnte unseres Wissens bislang nicht befriedigend
erklärt werden (4, 5). Die beobachteten Standard-
kurven widersprechen offenbar den theoretisch berechne-
ten B/F-Kurven von BERSON und YALOW (l, 6).
Bei der radioimmunologischen Bestimmung von
menschlichem Parathormon sind ebenfalls aufsteigende
B/F-Kurven beobachtet worden, dieser störende Effekt
ist hier unter dem Namen „Spur-Effekt" bekannt (7).
Bei drei verschiedenen Antisera gegen Trijodthyronin
(T3) fanden wir ein ähnliches, überraschendes Bindungs-
verhalten des Antikörpers. Dabei interessierte uns die
Frage nach optimalen Versuchsbedingungen für den
T3-Radioimmunoassay, d. h. die Frage, welche Menge
markierten Hormons und welche Antikörperkonzen-
tration ein Optimum an Empfindlichkeit und Präzision
(3) ergeben.
Geht man bei der Hormon-Antikörperreaktion von
einem Gleichgewicht
H + AK ^ - HAK (Gl. 1)
aus, so gilt nach dem Massenwirkungsgesetz
K[h] [ak] = [hak]. (Gl. 2)
Die Affinitätskonstante K ist für die Frage nach der
optimalen Empfindlichkeit bzw. Präzision von er-
heblichem Interesse (l, 3), K läßt sich mit einfachen
Bindungsversuchen (konstante Antikörperkonzentra-
tion, variable Menge markierten Hormons, kein un-
markiertes Hormon) bestimmen.
Material und Methodik
Über die Herstellung spezifischer Antikörper gegen T3 haben wir
kürzlich berichtet (8).
Die erhaltenen Antisera werden in Endverdünnungen von
l : 10000 bis l : 150000 benutzt.
Die Inkubationszeit für die Hormon-Antikörpcrreaktion beträgt
etwa 24 h.
Die verwendeten Reagenzien, die Puffer sowie der komplette
Inkubationsansatz werden andernorts ausführlich dargestellt (9).
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Ansteigende i25J-T3-Konzentrationen werden mit einer kon-
stanten Menge Antikörper inkubiert. Die einzelnen Pipettiervor-
gänge des vorgenommenen Bindungsversuchs können der Reihen-
folge nach in Tabelle l abgelesen werden.
Tab. l
Exemplarisches Ansatzschema für einen Bindungsversuch. Das
Gesamtinkubationsvolumen beträgt 0,5 ml
Proben-
nummer
Assay-
Puffer
Antikörper Normales "*J-T3
[ \] Kaninchen- [>I]
serum
1—2
3—4
5—6
7—8
9—10
11—12
13—14
15—16
17—18
19—20
21—22
23—24
25—26
27—28
445
445
440
440
430
430
410
410
390
390
370
370
350
350
50
—50
—50
—50
—50
—50
—50
—
50
—50
—50
—50
—50
—50
—50
5
5
10
10
20
20
40
40
60
60
80
80
100
100
Auswertungsverfabren
Bei der Berechnung des Verhältnisses B/F von gebundenem zu
freiem 125 J-T3-Hormon wird die unspezifische, d. h. die nicht durch
den Antikörper bewirkte Bindung folgendermaßen berücksichtigt:
Es wird an Stelle des Antiserums normales Kaninchenserum in den
Assay eingesetzt (Tab. 1).
Bezeichnet F die Zählrate (Imp./Min.) des freien 125J-T3 bei Zu-
satz von Antiserum, T die entsprechende Zähkate bei Zusatz von
normalem Kaninchenserum, so ist
Dabei ist N die Nullrate des Zählgerätes.
Bei der Tabellierung der theoretisch erhaltenen B/F-Standard-
kurven wurde ein elementares Programm -für die Olivetti Pro-
gramma 101 verwendet.
Ergebnisse
Die Ergebnisse des oben beschriebenen Bindungs-
versuches sind in Abbildung l, 2 und 3 graphisch
wiedergegeben.
In der Terminologie von BERSON und YALOW besagt
Gleichung (2):
K-F([AK]— B) = B, (GL3)
dabei bezeichnet [AK] die vor Beginn der Reaktion im
Versuchssystem vorhandene Antikörperkonzentration.
Gleichung (3) läßt erwarten, daß 1/F als Funktion von
l /B linear ist und ermöglicht die experimentelle Be-
stimmung der gesuchten Konstanten K. Die erhaltenen
Resultate (Abb. l, 2) legen — zumindest für kleine
Mengen 126J-T3 — an Stelle der Gleichungen (1), (2)
und (3) eine andere formelmäßige Beschreibung unseres
Versuchssystems nahe, nämlich:
2H + AK -^=±. H2AK '(Gl. 4)
und
0.2 0,4 0,6 0.8 1.0 1.2 1.4
i·«1 ·
Abb. l
1/F als Funktion von l/B bei einem «eJ-t3-Bindungsversuch. Einge-
setzte *«J-t, Konzentrationen: 4 pg, 8 pg, 20 pg, 28 pg, 40 pg, 60 pg,
80 pg, 100 pg
2.8:-
2.4
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L 1'6
"|7L
1.2
0.8
0.4
0 0.2 0.4 0.6
1.10'
0.8 1.0 1.2
Abb. 2
1/F2 als Funktion von l/B bei demselben Bindungsversuch
2.5-
80 100
K[h]2 · [ak] = [h2ak] (Gl. 5)
0 20 40 60
125J-T3(pg)
Abb. 3
B/F als Funktion des. zugesetzten markierten Trijodthyronins bei dem-
selben Bindungsversuch wie in den Abbildungen l und 2
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Dabei bezeichnen [h], [ak] und [h2ak] jeweils die sich
beim Gleichgewicht einstellenden Konzentrationen der
betreffenden Substanzen. [H], [AK] seien die zu Anfang
vorhandenen Konzentrationen.
Dann ist
B = 2[h2ak]
F=[h] = [H] — 2[h2ak]
Also:
und wegen
B/F:
2[h2ak]
[H]-2[h2ak]
[Hj-B/F
1 + B/F '
[H]-2[h2ak]
gilt dann nach Gleichung (5) :
[H]-B/F\
1 + B/F ] 1/2
[H] · B/P
1 + B/F
Mit den Abkürzungen
R = B/F, - [H], C
gilt also :
[AK]
oder
= R (l + R)
2CKx (l + R) — Kx*R = R(l + R)*
(Gl. 6)
(Gl. 7)
1 +
R
R
- + 1/c?.
 db l/ ^
1
 K
(1 + R)«
R2
(1 + R)2
K
Es interessiert B/F als Funktion von [HJ. Durch die
Gleichung (7) bzw. (6) wird R = B/F als Funktion von
= [H] implizit beschrieben. Um die für eine explizite
Beschreibung von R notwendige Auflösung einer
Gleichung dritten Grades — etwa mit den CARDA-
Noschen Auflösungsformeln — zu vermeiden, kann
man (7) lokal nach auflösen, was weniger Mühe
bereitet:
Nach Gleichung (6) folgt:
.., 2C(1 + R) , (1 + R)»
x = C
Bestimmt man die Konstanten C = [AK] und K nach
Gleichung (5), so liefert Gleichung (8) den in Abbildung
4 wiedergegebenen, von einem Computer tabellierten
Kurvenverlauf. Dieser stimmt mit den experimentellen
Ergebnissen überein, die erhaltenen B/F-Kurven haben
genau die in 1. c. (4) als paradox angesehene Gestalt.
Da man sich für möglichst sensitive Radioimmuno-
assays interessiert, liegt die Frage nach der Bestimmung
der Lage des maximalen B/F-Wertes, insbesondere die
Frage nach der Abhängigkeit von der gewählten Anti-
körperkonzentration nahe. Es wird eine mathematische
Bedingung für den maximalen B/F-Wert erhalten,
indem man die erste Ableitung in diesem Punkt gleich
Null setzt.
Anwendung des Operators -j- auf Gleichung (7)
liefert zusammen mit der Extremwertbedingung
dR d B/F
dx ~ d [H] ~~ °
2CK (l + R) — 2 KxR = 0
0 20 40 60 80 1001 2 5 J - T 3 [ p g ]
Abb. 4
Die nach Formel (8) von einem Computer tabellierte B/F-Kurve
d.h.
l±*R
Wegen Gleichung (8) gilt diese Gleichung dann und
nur dann, wenn der Radikand in Gleichung (8) Null ist,
d. h. wenn
^ (1 + R)2 (1 + R)2
also
K
KG2 = Ra
gilt-
Damit hat man dann
(B/F)max = /K - [AK] (Gl. 9)
Für den zugehörigen [H]-Wert hat man dann nach
Gleichung (8):
[AK]
- [AK] J/K
Die Gleichungen (9) und (10) beschreiben die Lage des
Maximums in Abhängigkeit von der Antikörper-
konzentration, diese Ergebnisse stimmen qualitativ mit
experimentellen Befunden überein (4).
Diskussion
Unsere Untersuchungen zeigen, daß das zunächst
paradox erscheinende Phänomen aufsteigender B/F-
Kurven. auf das an sich für die meisten Antikörper
schon bekannte (10, 11, 12) bi- bzw. multivalente
Verhalten dieser Antikörper zurückgeführt werden
kann.
Radioimmunologische Hormonbestimmungen zeichnen
sich gegenüber anderen Meßmethoden durch eine
große Empfindlichkeit und Präzision aus. Bei einigen
Radioimmunoassays genügt allerdings auch die dort
erreichte Empfindlichkeit noch nicht, um befriedigende
Meßwerte angeben zu können: Bei der in unserem
Labor praktizierten radioimmunchemischen Bestim-
mungsmethode für menschliches Calcitonin (HCT)
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wiesen 5 von 14 Normalpersonen HCT-Spiegel unter-
halb der Nachweisgrenze auf (13).
Die Frage, inwieweit sich eine Vergrößerung der
Sensitivität bzw. Präzision bei radioimmunologischen
Hormonnachweisen erreichen läßt, ist daher beim
HCT oder auch beim thyreotropen Hormon (TSH)
(1. c. (14), S. 262) von großem klinischen Interesse.
Mit der für das T3 geschilderten experimentellen Über-
prüfung des Antikörperbindungsverhaltens1) muß fest-
gestellt werden, ob bei ähnlichen Ergebnissen eine
Messung von Hormonkonzentrationen im ansteigenden
Teil der B/F-Kurven möglich ist und damit eine Ver-
größerung der Empfindlichkeit erreicht werden kann:
Der in 1. c. (4) angegebene ACTH-Radioimmunoassay
kann zwischen 0 und l pg ACTH unterscheiden
(1. c. (4), S. 495)! Wegen Gleichung (9) und (10) wird
man bei derartigen Versuchen mit hohen Antikörper-
konzentrationen arbeiten müssen.
Die anfangs gestellte Frage nach den optimalen Ver-
suchsbedingungen, von der wir ausgegangen sind, kann
3) Erste Bindungsversuche haben beim HCT und bei unseren
Antiseren einen noch ausgeprägteren ansteigenden Teil der B/F-
Kurven ergeben als beim T3.
momentan von uns noch nicht beantwortet werden.
Immerhin, das oben geschilderte Phänomen auf-
steigender B/F-Kurven zeigt nach unserer Auffassung,
daß Zurückhaltung gegenüber den sich zum Teil
widersprechenden bisher gefundenen Ergebnissen zur
Charakterisierung optimaler Versuchsbedingungen (l, 3)
angebracht erscheint., Aufsteigende B/F-Kurven sind
unseres Wissens im Zusammenhang mit diesen Fragen
bislang nicht diskutiert worden; in der Nähe des
Maximums dieser B/F-Kurven ist eine Messung von
Hormonkonzentrationen notwendig unpräzis. Keine
der genannten Theorien berücksichtigt diese Möglich-
keit (l, 3). Will man wie üblich iri dem abfallenden Teil
der B/F-Kurven messen, so wird man die zugesetzte
Menge markierten Hormons etwas größer als [H]^
wählen müssen, um einen Verlust an Empfindlichkeit
zu vermeiden.
Bei unserem Modell, bei unserer· formelmäßigen Be^
Schreibung aufsteigender B/F-Kurven, bleiben un-
berücksichtigt: die Heterogenität der Antikörper,
mögliche Hormon-Antikörperkomplexe wie HAK,
H3AK2 usw. und verschiedenes Verhalten von mar-
kiertem und unmarkiertem Hormon gegenüber dem
Antikörper.
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